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論 文 内 容 要 旨
〈背 景 〉
非 ケ トー シス型高 グ リシン血症(nonketotichyperglycinemia,NKH)は,血液や髄液 中に
グ リシンが蓄積 し,様 々な神経学的症状 を呈 する先天代謝異常症 で,常 染色体劣性 遺伝形式 を と
る。NKHの 病 因 は,グ リシンの主要な分解経路 であ るグ リシン開裂酵素系(glycinecleavage
system,GCS)の遺伝的欠損であ る。NKHの 臨床型 は発症時期 によ り,新 生 児型,乳 児型 の2
型 に分類 され る。大部分 を しめ る新生児型は,出 生後数 日以内 に重度の筋緊張低下,呼 吸障害 な
どで発症 し,そ の後 けいれん重 積,神 経発達遅滞な どを呈す る重症型 であ る。 現在,NKHの 遺
伝子 診断 は,病 因遺伝子の各エ クソンの直接 シークエ ンス法 によ り行われて い る。
NKHに は,GLDC,AMT,GCSHの3つ の責任遺 伝子が存在 し,GL∠)C変異 によ るもの が最
も多 い。 これ まで,フ ィ ンラ ン ド人症例 の70%に検 出され たS5641や白人 の5%に 見 出 された
R515S変異 な どの高頻度変異 の報告 があるが,殆 どの患者 の変異 は当該家系 にのみに見 出 され
る変 異で,遺 伝 的異 質性が高 い。 過去の包括的 な変異解析 の報 告で は,新 生 児型NKH患 者 の7
5%,乳 児型NKH患 者 の83%で遺伝子変異が検 出 されて いるが,う ち約半数 は,1本 の ア レル
のみ しか変 異 が検 出 されていない。 この状況か ら,従 来の方法で は検出不能 な遺伝 子変異 の存在
が示 唆 され てきた。 一方,NKH患 者 のGLDCの複数 のエ クソ ンを含 む大 きな欠失 の数症例 が報
告 されて いる。以上 か ら,GLDCの大 きな欠失を網 羅的 に検 出す ることがNKHの 変異検 出率 の




1組の隣 接す る1本 鎖DNAプ ロー ブの結合反応 を利用 し,相 対 的 な遺伝子 コ ピー数 を推定 す
る方法で あ るMultiplexligation-dependentprobeamplification(MLPA)法を用 いた。GLDC
のエ ク ソン14を除 く24個のエ クソン部 に特異的 なオ リゴDNAプ ローブを設計 し,各 エ クソン
の欠 失 を検 出す る系 を確立 した(イ ン トロン13は,175bpと短 いためエ クソ ン14のプ ロー ブは
設 計 しな か った)。確 立 したMLPA法 を用 い,新 生児型NKHの2つ の患者 コホー トにお いて
GLDCの欠失 のス ク リーニ ングを行 った。
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〈対 象 〉
臨床 経 過 と生 化 学診 断か らNKHと 診断 され た65家系。 第一 コホー トは,過 去 にGLDC,
AMT,GCSHのス ク リーニ ングを従 来のエ クソン ・シ 一ークエ ンス法 で行 い,AMT陽 性例 を除い
た新生 児 型NKHの45家 系。第ニ コホー トは,バ ー ミンガム小児病 院か ら遺 伝子診断 が依頼 さ
れ たNKHの20家 系。
〈結 果 〉
第一 コホー トにおいて90の変異 ア レル中16ア レル(18%)に,第 ニ コホー トにおいて,40の
変異 ア レル 中9ア レル(22.5%)にGLDC欠失 を検 出 した。検 出 した欠 失 は14種類 欠失 の長
さは様 々で,1個 のエ クソンのみの欠失か ら,全25個 エ クソ ンが欠失 して いるア レル も存在 し,
異質 性 に富ん でいた。欠失を検 出 した5家 系 で欠 失断端 を同定 した。5家 系の うち2家 系 では,
断端 は 濯〃配列 内 に認 めた。
<考 察>
GLZ)Cにお ける欠失 はNKHの 原因の約20%を 占めていた。GLDCのMLPA法 による欠失検
索 は,NKH患 者 の遺伝子診 断 にお ける変異 ス ク リーニ ングの第一段階 と して有用 で,遺 伝子診
断率 の改善 に寄 与す る と考え られ た。 また,濯 〃配列 によ る相 同組み換 えの促進が欠失 の要 因で
ある ことが示唆 された。
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審 査 結 果 の 要 旨
遺伝性 疾患 におけ る遺 伝子変異 の多 くは点突然変異 やせいぜ い数塩基 の変異 であ り,そ の変異
の検 出には各エ ク ソンの直 接 シー クエ ンス法 が広 く用 い られて いる。 しか し,こ の方法 は,広 範
囲 にわた る遺伝子欠失 が疑 われ る変異 には,使 用す る ことがで きな い。
非 ケ トー シス型 高 グ リシン血 症(nonketotichyperglycinemia,NKH)は,血液 や髄 液 中に
グ リシ ンが蓄積 し,様 々な神経学的症状を呈す る先天代謝異 常症 で,常 染色体劣性遺 伝形式 をと
る。NKHの 病 因は,グ リシ ンの主要 な分解経路 であ るグ リシ ン開裂酵素 系(glycinecleavage
system,GCS)の遺伝 的欠損で あ る。NKHの 臨床型 は発 症 時期 によ り,新 生 児型,乳 児型 の
2型 に分類 される。 大部分を しめ る新生児型 は,出 生後数 日以 内に重度 の筋緊張低下,呼 吸障害
な どで発症 し,そ の後 けいれ ん重 積,神 経発達 遅滞 な どを呈す る重症型 で あ る。NKHに は,
GLDC,孟M厂,GCSIIの3つの責任 遺伝子 が存在 し,GL.DC変異 によ るものが最 も多 い。過去 の
包 括 的 な変 異解析 の報告 では,新 生児型N「KH患者 の75%,乳 児型NKH患 者 の83%で遺伝子
変 異 が検 出 され て い るが,う ち約 半数 は,1本 のア レル の み しか変 異が 検 出 されて い ない。
NKH患 者 では,GLDCの 複数のエ クソンを含 む大 きな欠 失 の数症例が報告 され ている ことか ら,
GLDCの大 きな欠失 を網羅的 に検 出す ることがNKHの 変 異検 出率 の改善 に有用 では ないか と推
察 し,今 回の研 究を行 った。
大 きな欠 失を検 出す るために使用 した方法は,1組 の隣接 す る1本 鎖DNAプ ロー ブの結合反
応 を 利 用 し,相 対 的 な 遺 伝 子 コ ピー 数 を 推 定 す るMultiplexligation-dependentprobe
amplification(MLPA)法であ る。GLDCのエ クソン14を除 く24個のエク ソン部 に特 異的 なオ
リゴDNAプ ロー ブを設 計 し,各 エ クソンの欠失 を検 出す る系を確立 し,臨 床経過 と生 化学診断
か らNKHと 診 断 された65家系 について検索 した。 第一 コホ ー トは,過 去 にG〃)C,AMT,
GCSHのス ク リーニ ングを従来 のエ クソン ・シークエ ンス法 で行 い,AMT陽 性 例を除 いた新生
児 型NKHの45家 系,第 ニ コホー トは,バ ー ミンガ ム小 児 病 院か ら遺 伝子 診 断が依 頼 された
NKHの20家 系で あ った。その結果,第 一 コホ 一ートにおいて90の変異 ア レル 中16ア レル(18%)
に,第 ニ コホー トにおいて,40の変異 ア レル中9ア レル(22.5%)にGLDC欠失 を検 出 した。
検 出 した欠 失 は14種類,欠 失 の長 さは様 々で,1個 のエ ク ソンのみの欠 失か ら,全25個 のエ ク
ソンが欠 失 してい るア レル も存在 し,異 質性 に富ん でいた。欠失 を検出 した5家 系で欠失断端 を
同定 した。5家 系 の うち2家 系 では,断 端はAlu配列 内 に認 めた。以上 の こ とか ら,1)GLDC
にお ける欠失 はNKHの 原因の約20%を 占めていた,2)GLDCのMLPA法 による欠失 検索 は,
NKH患 者 の遺伝子 診断 におけ る変異 スク リーニ ングの第一 段階 と して有用 で,遺 伝子診 断率 の
改 善 に寄 与 す るこ とを明 らかに した。MLPA法 は,今 後,大 きな欠 失を伴 う種 々の遺伝 子変異
の検 索 に有効 な手段 であ ることが示 された。
よ って,本 論 文 は博士(医 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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